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ABSTRAK
Dalam rangka mendukung kegiatan budidaya, maka penentuan jenis kelamin ikan
menjadi sangat penting dalam program pemijahan khususnya pada jenis ikan yang
hermafrodit. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan jenis kelamin ikan kerapu
sunu menggunakan uji serologi dalam mendukung manajemen pemijahan dan
pengembangan perbenihan ikan kerapu sunu. Penelitian ini dilakukan dengan metode
ELISA dan western blot. Kit estradiol-17â dan 11-KT testosterone digunakan dalam
metode ELISA, sedangkan antibodi Cyp19a1a (CT), Z-fishTM digunakan dalam metode
western blot. Gonad dari induk kerapu sunu yang mati juga dianalisis secara histologis.
Sampel darah diambil dari semua ikan (47 ekor) dengan kisaran berat ikan uji 1,2–3,0
kg. Analisis kandungan testosteron dilakukan untuk semua sampel dan hanya 24
sampel dianalisis estradiol, keduanya dengan metode ELISA. Delapan sampel dianalisis
estradiolnya dengan metode western blot. Berdasarkan kadar testosteron dan estradiol-
17â dalam darah, menunjukkan sebanyak 12 ekor (37,5%) positif berkelamin jantan
dari 32 ekor yang dianalisis, sedangkan berdasarkan kadar estradiol sebanyak 7 ekor
(29,16%) dari 24 ekor yang dianalisis merupakan ikan yang berjenis kelamin betina.
Dengan metode western blot, dari 8 sampel yang dianalisis hanya 3 sampel (No Tagging
421048486E; 42135F1A5D; 42102G7A22) yang positif berjenis kelamin betina.
Berdasarkan data histologis menunjukkan bahwa ukuran (panjang dan bobot) belum
dapat menentukan jenis kelamin dari ikan kerapu sunu secara morfologi. Dari kedua
metode yang digunakan untuk determinasi jenis kelamin induk ikan kerapu sunu,
metode western blot memberikan hasil yang lebih sensitif dan spesifik daripada
metode ELISA.
KATA KUNCI: determinasi jenis kelamin, ikan kerapu sunu, ELISA, Western
blot, histologi
ABSTRACT: Sex determination of coral trout grouper (Plectropomus
leopardus) using serology test by Sari Budi Moria Sembiring,
Agus Prijono,, Jhon Harianto Hutapea, and Tony Setiadharma
To support aquaculture activity, sex determination become very important in breeding
program especially for hermaphrodite fishes. This experiment aim was to determine
the sex of coral trout using serology test to support breeding management and to
develop coral trout hatchery. The test was conducted using ELISA and western blot
methods. Estradiol-17â and 11-KT testosterone kits were applied for ELISA analysis
and anti-Cyp19a1a (CT), Z-fishTM antibody was used in western blot method. Gonad of
dead fish was also analysis histological. Blood was collected from all fish (47 fish)
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range from 1.2–3.0 kg of body weight. Testosterone test was performed for all samples
while for estradiol test only performed for 24 samples using ELISA method and 8
samples for estradiol test using western blot method. Based on testosterone and
estradiol-17â concentration in blood, showed that 12 fish out of 32 samples were
determined as male (37.5%) and based on estradiol concentration, 7 fish from 24
samples were determined as female (29.16%). Based on western blot method, from 8
samples analyzed only 3 samples determine as female (Tag no. 421048486E;
42135F1A5D; 42102G7A22) Histology analysis showed that fish size (length and
body weight) is not always related to fish sex. From both methods applied in this
experiment, western blot method gave more sensitive and specific result compared
to ELISA method.
KEYWORDS: sex determination, coral trout grouper, ELISA, western blot,
histology
PENDAHULUAN
Dalam rangka menunjang budidaya laut
dan juga pengelolaan perikanan tangkap, maka
perlu diketahui aspek reproduksinya. Salah
satu faktor yang sangat menentukan
keberhasilan kegiatan pembenihan adalah
kualitas induk yang digunakan baik jantan
maupun betinanya. Ikan kerapu mempunyai
sifat protogenous hermafrodit, yakni
mengalami perubahan kelamin dari betina
kemudian menjadi jantan. Perubahan kelamin
ini terjadi setelah ikan mencapai  ukuran
(bobot) dan atau umur tertentu (Allsop & West,
2003).
Ikan kerapu sunu yang mempunyai sifat
hermafrodit seringkali menyulitkan penentuan
jenis kelamin secara visual. Secara umum
untuk membedakan ikan jantan dan betina
dapat dilakukan melalui pemijatan pada bagian
perut ikan (stripping) atau kanulasi. Namun
demikian kadang-kadang pada ikan dengan
ukuran besar, metode penentuan jenis kelamin
seperti tersebut di atas menyebabkan ikan
stres dan bisa menyebabkan kematian,
sehingga harus diterapkan metode analisis
yang mendasar yaitu melalui uji serologis (Kime
et al., 1999).
Pada penelitian ini, uji serologis diterapkan
untuk determinasi jenis kelamin menggunakan
metode ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay) dan western blot. Pada ELISA, antigen
atau antibodi melekat pada sumuran pelat
mikrotiter (Dijkstra & de Jager, 1998). Pelat
mikrotiter polistyren selain sebagai wadah
sekaligus juga sebagai substrat pengikat anti-
gen atau antibodi karena permukaannya
mempunyai molekul-molekul yang bermuatan
positif (Wahyuni, 2005). Teknik ELISA
memerlukan sejumlah reagen yang berfungsi
untuk mendukung terjadinya reaksi antigen
dan antibodi. Jenis antibodi yang digunakan
untuk mendeteksi sampel dapat berupa
antibodi monoklonal atau antibodi poliklonal
(Kemeny, 1991). Reaksi positif antara antigen
dan antibodi ditandai dengan perubahan
warna cairan kompleks antigen dan antibodi
yang terkonjugasi dengan enzim menjadi
kuning atau biru toska, bergantung pada
macam substrat yang digunakan.
Western blotting adalah teknik yang
didasarkan pada elektroforesis dan serologi.
Jumlah protein yang sangat kecil dapat
dideteksi dengan cara ini. Pada teknik west-
ern blot, sampel protein dielektroforesis pada
gel SDS-polyacrilamide (Dijkstra & de Jager,
1998). Pemisahan protein berdasarkan pada
besar bobot molekulnya terjadi akibat gaya
listrik yang mengalir dalam bufer transfer.
Makin besar molekul, mobilitasnya makin
lambat dan posisinya dalam gel terletak makin
lebih dekat ke sumur (well) sampel. Hasil
elektroforesis kemudian ditransblot ke
membran nitroselulosa dan diperlakukan
dengan antibodi yang spesifik. Bila reaksinya
bersifat positif, maka fragmen yang berupa pita-
pita dari sampel protein yang terdeteksi atau
terikat oleh antibodi spesifik tersebut tampak
berwarna merah-kecoklatan pada membran
nitroselulosa (Wahyuni, 2005). Gel yang telah
ditransblot masih dapat diwarnai, karena tidak
semua protein dipindahkan ke membran. Gel
berwarna kuning-kecoklatan dengan pita-pita
protein berwarna coklat gelap bila gel
diwarnai dengan AgNO3, atau gel berwarna
kebiruan dengan pita-pita protein berwarna
biru bila gel diwarnai dengan Commasie blue
(Rantam, 2003).
Pada metode western blotting, antibodi
yang digunakan adalah antibodi Cyp19a1a
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(CT), Z-fishTM yang merupakan antibodi
poliklonal, diproduksi pada kelinci dan
merupakan turunan peptida sintetik pada
ujung karboksil dari ikan zebra (GenBank
#NP_571229) serta mempunyai kesamaan
dengan ikan kerapu sunu lebih dari 85% (Lynn
et al., 2008; Huang et al., 2009). Melalui studi
determinasi jenis kelamin dengan uji serologi
akan diperoleh informasi mengenai sensitivitas
dan spesivisitas antara kedua metode yang
digunakan dalam menentukan jenis kelamin
ikan kerapu sunu.
BAHAN DAN METODE
Hewan Uji
Total sampel induk ikan kerapu sunu
turunan pertama (F-1) yang dianalisis
kandungan testosteronnya sebanyak 47 ekor.
Hanya 24 ekor sampel darah yang dianalisis
dengan estradiol ELISA, sedangkan untuk
western blot, sampel yang dianalisis sebanyak
8 ekor. Rata-rata panjang dan bobot total ikan
sebesar 47,04 ± 5,02 cm dan 2,0 ± 0,66 kg.
Apabila terjadi kematian dari induk ikan
kerapu sunu, maka gonad ikan tersebut
selanjutnya dianalisis secara histologis. Go-
nad tersebut ditimbang dengan ketelitian
0,001 g, kemudian gonad dipotong melintang
lalu direndam dalam alkohol 70%. Selanjutnya
gonad dibuat preparat histologis dan diiris
setebal 6 mikron, kemudian diberi pewarnaan
hematoxylen dan eosin (Andamari et al., 2004).
Preparat gonad diamati di bawah mikroskop
untuk ditentukan tingkat kematangannya.
Penentuan tingkat kematangan gonad
mengikuti kriteria Hunter & Goldberg (1980);
Cyrus & Blaber (1984), dan Andamari et al.
(1998).
Koleksi Darah Ikan
Pengamatan kandungan steroid darah
dilakukan dengan cara mengambil darah dari
pangkal ekor menggunakan spuit 5 cc yang
diberi heparin agar darah tidak menggumpal.
Selanjutnya darah ditempatkan dalam tabung
BD Vacuntainer lalu disimpan dalam kotak
styrofoam berisi es. Sebelum disentrifugasi,
terlebih dahulu tabung tersebut diletakkan
dengan posisi miring pada suhu kamar selama
2 jam supaya terjadi proses pemisahan (cloting)
antara serum, plasma, dan sel-sel darah.
Setelah itu tabung disentrifugasi dengan
kecepatan 3000 x g selama 15 menit. Serum
yang dihasilkan diambil sebanyak 400 μL
secara hati-hati dengan pipet dan dipindahkan
ke dalam 2 eppendorf masing-masing 200 μL
dan disimpan dalam freezer -20ºC sampai
dilakukan analisis.
Uji Serologi (ELISA dan Western Blot)
Analisis steroid darah dengan metode
ELISA dilakukan menggunakan kit Testoster-
one dan Estradiol-17â. Tahapan analisis
dilakukan sesuai dengan protokol dari kit
tersebut. Pengukuran kadar steroid darah
dilakukan menggunakan ELISA reader pada
panjang gelombang 405 nm untuk estradiol-
17â  dan 450 nm untuk 11-KT testosterone.
Prinsip dari metode western blot
menggunakan metode dari Towbin et al. (1979)
dengan menggunakan kit Protein DetectorTM
(KPL, USA). Selanjutnya lembaran gel hasil SDS-
PAGE yang mengandung pita protein
dipindahkan pada kertas nitroselulosa
menggunakan alat semi dry bloter.
HASIL DAN BAHASAN
Berdasarkan kurva standar dengan nilai R2=
0,9779 (Gambar 1), diperoleh kadar testosteron
berkisar antara 250 – lebih dari 1000 pg/mL
untuk 32 sampel dari induk ikan kerapu sunu
F-1. Sebanyak 12 ekor (37,5%) dari 32 sampel
darah induk kerapu sunu positif berkelamin
jantan dengan kadar testosteron di atas 700
pg/mL (Tabel 1). Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian pada ikan catfish (Clarias macro-
cephalus) yang memperlihatkan bahwa induk
jantan saat siklus reproduksi, mempunyai
kandungan 11-KT testosterone antara 159-
434 ng/mL (Fermin et al., 1997). Demikian juga
pada ikan flounder (Pleuronectes americanus)
tingkat steroid (11-KT testosterone) kurang
dari 350 ng/mL pada saat pre spawning.
Berdasarkan perhitungan dengan
menggunakan kurva standar, kadar estradiol-
17â dalam darah ikan induk kerapu sunu
berkisar antara 41,77-1.694,16 pg/mL dengan
nilai R2 = 0,991 (Gambar 2). Sebanyak 7 ekor
(29,16%) dari 24 ekor yang dianalisis
merupakan ikan yang berjenis kelamin betina
yang mempunyai kadar estradiol-17â  lebih dari
500 pg/mL dan 70,83% (17 ekor) mempunyai
kadar estradiol kurang dari 500 pg/mL.
Berdasarkan pengamatan kandungan ste-
roid darah pada bulan Agustus, beberapa induk
mempunyai rasio 11-keto testosterone dan
estradiol-17â yang tinggi. Bersamaan dengan
itu, diketahui bahwa induk ikan kerapu sunu
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juga dalam kondisi musim pemijahan. Selama
bulan Agustus, induk memijah sebanyak 9 kali
dengan jumlah telur berkisar antara 200.000–
1.200.000 butir per pemijahan (Sembiring,
unpubl.). Dari kadar estradiol-17â dalam darah,
menunjukkan sebanyak  29,16% (7 ekor)
merupakan ikan yang berjenis kelamin betina
dengan kadar estradiol-17â sebesar 500
sampai lebih dari 1000 pg/mL. Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian Tridjoko et al. (2002),
Gambar 1. Kurva standar penentuan kadar 11-keto testosterone pada induk
ikan kerapu sunu (Plectropomus leopardus)
Figure 1. Standard curve to determine 11-keto testosterone level for
broodstock of coral trout grouper, Plectropomus leopardus
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Gambar 2. Kurva standar penentuan kadar estradiol-17â pada induk ikan
kerapu sunu (Plectropomus leopardus)
Figure 2. Standard curve to determine estradiol-17â concentration in
broodstock of coral trout grouper, Plectropomus leopardus
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Tabel 1. Kadar hormon steroid (11-KT testosterone & estradiol-17â) dalam darah setiap
individu induk kerapu sunu (Plectropomus leopardus)
Table 1. Concentration of steroid hormone (11-KT testosterone & estradiol-17â) in
blood of each coral trout grouper
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pada ikan kerapu bebek menunjukkan bahwa
kadar hormon estradiol antara 650–880 pg/
mL mempunyai diameter oosit 200-300 μm.
Priyono et al. (2004), juga menyatakan bahwa
dengan bertambahnya ukuran oosit dalam
gonad juga mempengaruhi besarnya
kandungan estradiol-17â dalam serum
darahnya.
Hasil analisisis dengan metode western
blot dari 8 sampel yang dianalisis terlihat hanya
3 sampel nomor 1, 2, dan 7 yaitu induk dengan
nomor tagging 421048486E; 42135F1A5D;
dan 42102G7A22 (Gambar 3) yang positif
berjenis kelamin betina. Hasil yang
tervisualisasi, protein estradiol terletak pada
pita dengan berat molekul 72 kDa. Pada bagian
membran yang lain tidak menunjukkan adanya
pita protein yang tervisualisasi. Menurut Abbas
et al. (2000), spesivitas antibodi ditentukan
berdasarkan kemampuan antibodi dalam
mengenali epitop protein spesifik di antara
epitop protein lainnya. Antibodi poliklonal
memiliki afinitas yang tinggi, akan tetapi
spesifisitasnya rendah. Antibodi poliklonal
mampu mendeteksi banyak tipe dari epitop
protein yang diinjeksikan. Hal ini menyebabkan
apabila protein memiliki epitop yang sesuai
dengan antibodi, maka terbentuk ikatan antara
protein dan antibodi.
Gambar 3. Profil protein ikan kerapu sunu,
Plectropomus leopardus
menggunakan metode western
blotting dengan antibodi primer
Cyp19a1a (CT) Z-fishTM
(Lingkaran menunjukkan sampel
yang positif betina)
Figure 3. Protein profile of coral trout grou-
per, Plectropomus leopardus
analyzed by using western blot-
ting with primary antibody
Cyp19a1a (CT) Z-fishTM (Circle
sign means samples is positively
female)
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Dari kedua metode yang digunakan untuk
studi pendahuluan determinasi jenis kelamin
induk ikan kerapu sunu ternyata dengan
metode western blot memberikan hasil yang
lebih sensitif dan spesifik  dari pada metode
ELISA. Hal ini terbukti dari 8 sampel yang
dianalisis dengan western blot, 3 sampel
(421048486E; 42135F1A5D; 42102G7A22)
yang pada saat pengambilan sampel darah,
bentuk bagian perut ikan membesar dan lubang
genitalnya membengkak menunjukkan bahwa
ikan tersebut adalah betina dan siap memijah,
ternyata hasil analisis western blot  sesuai
dengan pengamatan secara morfologi di atas
yaitu positif betina. Sementara dengan
menggunakan metode ELISA, ikan yang
digunakan sebagai kontrol (betina) hanya
menunjukkan adanya ratio kadar estradiol dan
11-keto testosterone yang relatif sama (sampel
nomor 18, 42, dan 43 pada Tabel 1) sehingga
masih memungkinkan terjadinya kesalahan
dalam penentuan jenis kelamin. Sebaliknya jika
ditinjau dari faktor waktu dan biaya, analisis
dengan ELISA lebih cepat dan murah
dibandingkan dengan metode western blot.
Hal ini sesuai dengan pendapat Jaswir (2010),
Tabel 2. Data pengukuran dan histologis gonad induk-induk  ikan kerapu
sunu, Plectropomus leopardus yang mati selama penelitian
Table 2. Measurement and histological gonad  of coral trout grouper,
Plectropomus leopardus of dead fish during the experiment
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yang menyatakan bahwa teknik ELISA dapat
menguji sampel dalam jumlah yang banyak
secara cepat, penggunaan antiserum yang
sedikit serta proses proses pengujian yang
mudah.  Untuk memperoleh hasil yang lebih
sensitif  dengan menggunakan metoda ELISA
tersebut dapat teratasi dengan pengulangan
hingga beberapa kali agar keakuratannya bisa
bertambah.
Untuk melengkapi data pembanding bahwa
analisis serologi dengan metode ELISA dan
western blot dapat digunakan untuk
menentukan jenis kelamin induk kerapu sunu,
maka juga dilakukan analisis histologis. Ikan
yang digunakan berasal dari kelompok umur
yang sama namun dengan bak pemeliharaan
yang lain.  Berdasarkan hasil analisis histologis
gonad, dari 27 ekor ikan kerapu sunu yang
dibedah, sebanyak  23 ekor betina, 1 ekor ikan
jantan, 2 ekor hermafrodit dan 1 ekor tidak
ditemukan gonadnya (Tabel 2).
Berdasarkan analisis histologis tersebut di
atas, diperoleh hasil bahwa ikan kerapu sunu
ukuran kurang dari 1,0 kg sudah dapat
mencapai matang gonad. Selanjutnya teori
yang menyatakan bahwa induk jantan adalah
yang berukuran besar tidaklah selalu benar.
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ikan
yang berukuran 2,0 kg sudah menjadi induk
jantan yang produktif walaupun dalam populasi
tersebut terdapat ukuran induk yang jauh lebih
besar dan berkelamin betina. Dari gonad ikan
kerapu sunu yang dihistologi, ditemukan 2
ekor yang dalam stadia transisi (oosit dan
spermatosit ditemukan dalam gonad yang
sama) (Gambar 4). Kedua ikan ini digolongkan
sebagai hermafrodit, yang akan mengalami
perubahan jenis kelamin dari betina menjadi
jantan.
KESIMPULAN
· Metode western blot lebih sensitif dan
spesifik daripada metode ELISA untuk studi
determinasi jenis kelamin induk ikan kerapu
sunu.
· Ukuran (panjang dan bobot tubuh) tidak
dapat menentukan jenis kelamin dari ikan
kerapu sunu secara morfologi.
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